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摘要 : 通过 对 3 SHA (Arabidopsis thaliana ) 雄性 不 育 突变 体 ( ms1521，st350，st454) 的 分 析 ， 研 
究 了 MS1521 基因 在 花药 发 育 过 程 中 的 功能 。ms1521 是 通过 EMS 诱 变 野 生 型 拟 南 芥 得 到 的 一 株 突变 体 ， 
遗传 分 析 表 明 ms1521 是 隐 性 单 核 基因 控制 的 。 利 用 图 位 克隆 的 方法 对 不 育 基 因 MS1521 进行 了 定位 ， 结 
RH MS1521 定位 于 拟 南 芥 第 一 条 染色 体 上 26 kb 的 区 间 内 ， 该 定位 区 间 内 有 一 个 影响 花 器 官 形 态 建成 的 
HE] UFO 。 测 序 结果 表明 在 ms1521 突变 体 中 UFO 基因 编码 区 的 958 bp 处 发 生 了 单 碱 基 突 变 ， 导 致 
MS1521 该 位 点 的 氨基 酸 由 天 冬 酰 胶 变 成 了 天 冬 氮 酸 。 另 外 两 个 表 型 与 ms1521 相似 的 突变 体 st350 和 
st454 KÄ T-DNA 搬入 突变 体 群 体 。 测 序 结果 表明 突变 体 st350 和 st454 分 别 在 UFO 基因 编码 区 发 生 了 
提前 终止 突变 。 等 位 分 析 表 明 它 们 与 MS1521 基因 是 等 位 的 。3 个 突变 体 营 养生 长 期 发 育 正 常 ， 但 生殖 生 
ee 
花药 中 有 可 育 的 花粉 ， 但 药 室 不 能 开裂 ， 最 终 导 致 突变 体 不 育 的 表 型 。 进 一 步 细 胞 学 观察 发 现 药 室 不 能 
裂 是 由 于 药 室内 壁 细 胞 纤维 化 和 木质 化 增 厚 不 明显 造成 的 。 以 上 这 errs MS1521 基因 在 花药 发 育 过 
程 中 起 重要 作用 。 

关键 词 : WAT: 雄性 不 育 ; 图 位 克隆 ; 花药 发 育 ; MS1521 
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MS1521 Gene is Required for Anther Development 
of Arabidopsis thaliana 


ZHOU Que, HUANG Xue-Yong, YANG Zhong-Nan, ZHANG Sen™ 


( College of Life and Environment Sciences, Shanghai Normal University, Shanghai 200234, China) 


Abstract: This paper described the functional analyses of the MS1521 gene in anther development by using 
three Arabidopsis male sterile mutants (ms1521, st350 and st454). Mutant ms1521 was generated by eth- 
yl-methane sulfonate (EMS) mutagenesis treatment. Genetic analysis showed that ms1521 mutant was con- 
trolled by a single recessive nuclear gene. A map-based cloning approach was used, and MS1521 was mapped 
to a region of 26 kb on chromosome 1 which contained a floral-organ identity gene UFO. Sequence analysis 
revealed that ms1521 had an AAC-GAC base-pair change in the UFO coding region, which resulted in the re- 
placement of an Asn by an Asp residue in the C-terminal region, The other two mutants, st350 and st454 
with same phenotypes of ms1521, were identified from a T-DNA insertion mutant population. Direct se- 
quence analyses showed that both mutants had a pre-mature stop codon in the UFO coding region. Allelism 
tests indicated that ST350, ST454 and MS1521 belonged to the same locus. These three mutants grew nor- 
mally during the vegetative growth stage, but showed developmental defects at the reproductive growth 


stage: some stamens failed to develop anther, while others had normal anthers but their filaments were shor- 
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ter than that of the wild type and others with normal stamens but failed in anther dehiscence. All the defects 


described above leaded to the sterile phenotype. Further cytological observations showed that the mutant anthers 


lacked of cell wall fiberization and secondary thickening in the endothecium which was required for anther dehiscence. 


These results indicated that MS1521 gene played an important role in Arabidopsis anther development. 


Key words; Arabidopsis thaliana ; 





花药 及 花粉 发 育 是 植物 生殖 发 育 的 重要 研 
究 内 容 。 在 高 等 开花 植物 中 , 花药 花粉 发 育 是 个 
复杂 的 过 程 。 拟 南 芥 的 花药 和 花粉 发 育 过 程 包括 
14 个 时 期 ， 每 个 时 期 都 有 其 特征 性 的 细胞 事件 
发 生 。 这 14 个 时 期 又 被 分 为 4 个 阶段 : 第 1 个 
阶段 ， 花 药 原 基 进 行 了 细胞 分 裂 分 化 从 而 形成 花 
药 全 部 组 织 ; 第 2 个 阶段 ， 小 孢子 母 细胞 经 过 减 
数 分 裂 形成 了 含有 小 孢子 的 四 分 体 ， 随 后 小 孢子 
从 四 分 体 中 释放 出 来 ; 第 3 个 阶段 ， 小 孢子 发 育 
成 花粉 粒 ; 第 4 个 阶段 ， 花 药 开 裂 ， 成 熟 花粉 粒 
释放 (Sanders 等 ,1999) 。 花 药 花 粉 发 育 异 常 通 
常会 导致 雄性 不 育 。 这 种 雄性 不 育 现象 大 多 与 花 
药 形 态 、 体 细胞 与 生殖 细胞 的 发 育 、 小 孢子 发 
生 、 论 粉 发 育 、 花 粉 粒 的 功能 、 花 药 的 开裂 等 相 
XÆ (Sanders #, 1999), 

花药 能 否 按 时 开裂 直接 关系 到 花粉 是 否 及 时 
到 达 柱 头 ， 进 而 影响 到 植物 受 粉 。 过 去 认为 植物 
花药 开裂 是 一 个 普通 的 花药 组 织 脱水 过 程 。 然 
而 ， 通 过 对 不 同 植物 ， 如 烟草 、 拟 南 芥 和 水 稻 等 
花药 开裂 过 程 中 花药 的 解剖 学 研究 发 现 ， 植 物 花 
药 开裂 是 一 个 复杂 过 程 ， 也 是 一 个 多 步骤 的 过 
程 ， 包 括 表 皮层 上 裂缝 的 溶 裂 ， 药 室 壁 的 收缩 加 
大 裂缝 的 开裂 ， 最 后 花粉 释放 。 在 小 孢子 成 熟 过 
程 中 ， 药 室内 壁 纤维 素 化 和 木质 化 增 厚 (Daw- 
son 等 ,1999)， 随 后 表皮 层 上 裂缝 处 细胞 被 酶 解 
(Goldberg 等 ,1993)。 药 室内 壁 被 认为 是 产生 花 
药 开 裂 动 力 的 关键 。 首 先 ， 药 室内 壁 细胞 的 膨胀 
提供 一 个 向 内 的 力量 ， 导 致 已 弱化 的 表皮 层 裂缝 
破裂 接着， 内 壁 的 脱水 引起 细胞 壁 上 加 厚 与 未 
加 厚 部 分 的 差异 收缩 ， 产 生 一 个 向 外 弯曲 的 力 
E, 导致 药 室 壁 的 收缩 以 及 裂缝 的 完全 张 开 
(Keijzer, 1987; Bonner and Dickinson, 1989), 

目前 研究 已 发 现 一 些 和 花药 开裂 相关 的 基 
因 ， 例 如 DDEI/OPR3 (Sanders 等 ，2000; 
Stintzi and Browse, 2000; Feys “, 1994; Xie 
&, 1998), DADI (Ishiguro 4, 2001) 和 AOS/ 
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DDE2-2 (Park 4, 2002; von Malek 4, 2002) 
等 ， 这 些 基因 是 通过 茉莉 酮 酸 JA) 信号 途径 
调控 花药 开裂 的 。 转 录 调 控 因 子 MYB26 是 通过 
调控 药 室 内 层 细胞 壁 的 次 生 增 厚 而 影响 花药 开裂 
的 ， 是 不 同 于 茉莉 酮 酸 信 号 途径 的 一 种 调控 方式 
(Yang , 2007), 

我 们 通过 对 拟 南 芥 3 个 等 位 雄性 不 育 突变 体 
的 分 析 ， 研 究 了 MS1521 在 拟 南 芥 花药 发 育 过 程 
中 的 作用 。 细 胞 学 观察 了 MS1521 基因 对 花药 内 
壁 细 胞 纤维 化 ， 木 质 化 增 厚 及 花药 开裂 的 影响 ， 
探讨 了 MS1521 基因 与 花药 开裂 之 间 的 关系 。 





1 材料 与 方法 
1.1 材料 

拟 南 芥 雄 性 不 育 突变 体 ms1521 (遗传 背景 Lands- 
berg erecta, Ler) 是 经 EMS 诱 变 获得 的 。 突 变 体 
st350 和 st454 (遗传 背景 Columbia, Col) 是 T-DNA 插 
ARER., REW ms1521 与 野生 型 Ler 回 交 了 4 次 ， 
st350 和 st454 与 野生 型 Col 回 交 了 2 一 3 次 。 拟 南 芥 种 
植 方法 同 Zhou 等 (2008)。 
1.2 突变 体 的 遗传 分 析 

以 拟 南 芥 野生 型 Ler 植株 为 父 本 ， 突 变 体 ms1521 
为 母 本 进行 回 交 得 到 Fl 代 植 株 ，F1 代 植 株 自 交 后 得 到 
F2 代 植 株 。 种 植 并 观察 F2 代 植 株 表 型 ， 统计 F2 代 和 群 
体 中 可 育 植株 与 不 育 植株 的 比例 。 
1.3 突变 体 基 因 的 定位 与 克隆 

以 拟 南 芥 野 生 型 Col 为 父 本 ， 突 变 体 ms1521 为 母 
本 进行 回 交 得 到 Fl 代 植 株 ，Fl 代 植 株 自 交 后 得 到 F2 
代 植 株 ， 收集 F2 代 群 体 中 不 育 突变 体 用 于 基因 定位 。 
随机 选取 50 株 不 育 突变 体 ， 每 25 株 突 变 体 各 取 部 分 花 
苞 和 叶片 混合 提取 DNA， 构 成 一 个 DNA W, 
DNA 池 为 模板 ， 用 和 覆盖 5 条 染色 体 上 的 20 对 分 子 标记 
(ABS, 2006) 进行 PCR 扩 增 ， 用 两 野生 型 Ler 和 Col 
植株 的 DNA 作为 对 照 。 通 过 凝 胶 电 泳 分 析 可 以 看 出 ， 
与 突变 基因 连锁 的 分 子 标记 所 扩 增 出 的 条 带 的 遗传 背景 
扁 向 突变 体 来 源 的 亲本 Ler ， 而 用 于 杂交 的 另 一 亲本 
Col 条 带 没 有 或 弱 于 对 照 。 一 旦 找到 了 连锁 的 分 子 标记 ， 
就 在 该 分 子 标记 附近 设计 新 的 分 子 标记 〈 表 1)， 用 高 通 
量 提取 DNA 的 方法 (Xin 等 , 2003) 提取 了 3108 棵 F2 
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表 1 ”用 于 基因 精细 定位 的 分 子 标记 


Table 1 


分 子 标 记 上 游 引物 序列 〈5 -3 ) 


Molecular markers used in gene fine mapping 


下 游 引 物 序 列 (5'> 3") 





T518 CTTGGATTAGAAGATGAGGA 


GGGTGGTCATAGACGGCT 
CGGTTTCAACAACTTCCTC 


T17H7-H3 
T17H7-H2 
30930 (SnaB1) 
30945 (Alul) 
F17F8 

31000 (Smal) 
31080 (Bamhl) 


ATCTCGACCGTCTTTAGC 


F28K20 GAAGCTCGTAAATCGTAAT 
T19E23 AAACTAGAAACATTAATCACATA 
T8E3 GGCAAATACCTTCAGACG 

代 遗 传 群体 中 突变 单 株 DNA, EF PCR 扩 增 ， 对 这 些 











植株 进行 基因 型 分 析 ， 对 目的 基因 进行 精细 定位 。 

利用 设计 的 分 子 标记 1521GF (5'-CCATTAC- 
CTTTGTTTGTTTTAT-3') 和 1521GR (5'-TTAGGA- 
TTGGATTGTACGCA-3'), JA RÆ {W ms1521, st350, 
st454 以 及 野生 型 Ler 植株 的 DNA 中 PCR 扩 增 候选 基 
因 Atlg30950 (该 基因 全 长 1 329 bp) 的 基因 组 片段 约 
1.6 kb， 然 后 通过 PstI 和 EcoRI 双 酶 切 位 点 连接 到 
pMD18-T 载体 上 ， 送 往 上 海 生 工 生物 工程 服务 有 限 公 司 
测序 。 
为 了 进行 遗传 互补 实验 ,根据 TAIR 网 页 上 数据 ， 
我 们 扩 增 了 一 段 长 约 4.1 kb 的 互补 片段 ， 该 片段 包含 
Atlg30950 基因 上 游 启 动 子 序列 和 3 端 非 编 码 区 序列 。 
我 们 把 互补 片段 通过 Pst] 和 EcoRI 双 酶 切 位 点 连接 到 双 
元 载体 pCAMBIA1300 上 。 把 该 质粒 转 入 农 杆 菌 
LBA4404， 用 花 器 官 浸染 法 转化 突变 体 ms1521 的 Fl 代 
植株 。 收 获 的 种 子 在 含 20 mg， ml BAW PNS 培养 
基 上 进行 筛选 ， 把 抗 性 苗 移 栽 到 土 中 ,， 放 入 培养 室 培 
Jte 用 与 Atlg30950 基因 紧密 连锁 的 分 子 标记 
F17F8Alul 和 F17F8Smal 鉴定 抗 性 植株 的 遗传 背景 。 
1.4 DNA 提取 与 PCR 反应 

拟 南 芥 基 因 组 DNA 的 提取 方法 和 PCR 方法 参照 
Sun “ (2000). PCR 产物 用 2.5% 琼 脂 糖 凝 胶 进 行 电 
泳 ， 并 利用 Tanon GIS 凝 胶 图 像 处 理 系统 拍照 。 
1.5 花药 发 育 的 光学 显微镜 观察 

野生 型 与 突变 体 植株 的 花序 在 FAA 固定 液 中 国定 
12~24 hh 后， 用 50% 乙 醇 洗 2~~3 次 ， 常 规 脱 水 ，spur 
树脂 包 埋 ， 切片 ， 片 厚 1 xm，1% 甲 茶 胺 蓝 染 色 后 在 显 
微 镜 下 观察 并 拍照 (Zhang 等 ，2007) 。 
1.6 扫描 电子 显微镜 观察 

在 解剖 镜 下 分 离 野 生 型 和 突变 体 植株 13 期 的 花药 ， 
置 于 金属 台 上 ， 真 空 干燥 后 喷 金 ,扫描 电 镜 观 察 并 拍照 
记录 (Zhang “, 2007). 
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ACATAAAACGGATTAGACGC 
GCGTATAATCATGGTGGTGT 


GGAAGGTATGGCAAAGAGA 
GAGCAATCAATTAGCGAAAG 


CTTATACATAGTGCTTGACTGA 
ACTCTTCATCCCCGCTTC 
GGATACATACCCGATGAAA TAC 
AAAAGCCTGTGTTGTGTGA 
ATGACGGTTGTGATGGTTG 
GGGTTGTTGCCTCTATGA 
CCAAAGTGAAATCAAGAAGC 
AGAACAACTCCGTGAAATATG 
AGAATCGGAACCAAGAAGA 
TTACCATGTTAAATTCTGCC 
CAACATGCTTTCCACACA 





2 结果 与 分 析 
2.1 ERA RSH ms1521 的 分 离 

ms1521 是 从 EMS Ab PEG ES YU SF GR 
传 背景 Ler ) 突变 群体 中 筛选 得 到 的 一 棵 雄性 
不 育 突 变 体 (Zhou 等 ，2008) 。 尽 管 该 突变 体 雄 
性 不 育 ， 但 它 表 现 出 正常 的 营养 生长 〈 图 1: a, 
pb)， 而 且 正 反 杂 交 的 实验 结果 证 明 其 雌蕊 是 完 
全 可 育 的 〈 数 据 未 显示 )。 与 野生 型 植株 相 比 ， 
ms1521 突变 体 果 莱 短 小 且 萎 缩 (图 1: a, b), 
此 外 ， 突 变 体 部 分 雄 蔓 缺失 花药 ,或 有 花药 但 花 
丝 比 野生 型 的 短 ， 或 雄蕊 正常 但 花药 不 开裂 〈 图 
1: e~f). 


















































图 1 野生 型 和 突变 体 ms1521 植株 的 形态 比较 





a. 野生 型 植株 具有 正常 的 果 葬 ，b. 突变 体 ms1521 植株 具有 
R/S WAR SEs c 野生 型 植株 的 花 ; d~f. ms1521 
突变 体 的 花 ( 部 分 花 莹 和 花 泊 已 被 剥离 ) 

Fig. 1 Morphology comparison of the wild-type and 














ms1521 mutant plants 
a. Wild type plant has normal siliques; b. ms1521 mutant has short 
siliques; c. Flower of wild type plant; d-f. flowers of ms1521 


mutant (some of the sepals and petals were removed) 
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为 了 鉴定 突变 表 型 的 分 离 比 例 ， 突 变 体 
ms1521 与 野生 型 Ler 进行 杂交 。Fl 代 植 株 表 
型 正常 可 育 ，F2 代 和 群体 中 可 育 植株 与 不 育 植株 
分 别 为 128 株 和 41 株 ， 经 检验 符合 3 : 1 的 分 离 
比例 CX =0. 049< Xi 一 3.84)， 说 明 突 变 体 
ms1521 是 隐 性 单 核 基 因 突 变 造成 的 。 

突变 体 st350 和 st454 是 从 T-DNA 插入 的 
突变 群体 中 筛选 得 到 的 ， 但 它们 的 表 型 与 T- 
DNA 是 不 连锁 的 ， 其 突变 表 型 与 ms1521 非常 
相似 ， 罕 变 表 型 的 分 离 比 例 表 明 它 们 都 是 隐 人 性 单 
核 基因 控制 的 。 等 位 分 析 的 结果 表明 突变 体 
ms1521, st350 和 st454 互 为 等 位 突变 体 ， 因 
此 ， 突 变 体 ms1521 被 用 来 做 基因 克隆 和 进一步 
的 功能 分 析 。 

2.2 突变 体 花粉 育 性 正常 







































































To 与 野生 型 的 花粉 粒 几 乎 没有 区 别 (图 2: c~ 
D; 对 花药 发 育 正 常 的 突变 体 的 花 进行 人 工 自 花 
授粉 ， 这 些 突变 体 果 荚 能 结 种 子 ;， 以 上 结果 说 明 
突变 体 的 花粉 发 育 是 正常 的 。 
2.3 ”突变 体 花 药 不 开裂 

为 了 进一步 研究 ms1521 突变 体 雄 性 不 育 的 
原因 ， 我 们 利用 组 织 切片 技术 在 显微镜 下 观察 
突变 体 与 野生 型 花药 的 发 育 过 程 ， 从 而 了 解 该 基 
因 在 花药 发 育 过 程 中 的 作用 。 对 突变 体 和 野生 型 
花药 横 切 片 的 观察 结果 表明 ， 在 花药 发 育 的 前 
11 个 时 期 突变 体 和 野生 型 花药 几乎 没有 差异 
(图 3: a, e; b, f; c, g)。 但 从 第 12 期 开始 ， 
绒 秸 层 降 解 以 后 ， 野 生 型 花药 的 内 壁 细 胞 纤维 
化 ， 且 木质 化 增 厚 ， 药 室 开始 开裂 (图 3: d); 
但 突变 体 花 药 内 壁 细胞 纤维 化 和 木质 化 增 厚 不 明 










































































为 了 探讨 引起 ms1521 突变 体 不 育 的 原因 ， 
我 们 首先 检验 了 花粉 的 育 性 。 亚 历 山 大 染色 
(Alexander, 1969) 结果 发 现 野生 型 与 突变 体 的 
花粉 都 被 染 成 紫红 色 (图 2: a, b; 进一步 扫描 
电镜 观察 结果 显示 ， 突 变 体 花粉 粒 的 外 形 结构 正 























图 2 野生 型 和 ms1521 突变 体 花粉 亚历山大 染色 和 扫描 电镜 观察 


























as b: 野生 型 和 突变 体 花 药 的 亚历山大 染色 ;，c, e: 野生 型 
花粉 的 扫描 电镜 ; d, f: 突变 体 花 粉 的 扫描 电镜 。 在 图 c 与 d 
中 标尺 二 100 um; ER e 与 图 {中 标尺 ==5 pm 


Fig. 2 Alexander staining and scanning electronic microscopy (SEM) 




















examination of pollen of the wild-type and ms1521 mutant plant 
a, b. Alexander staining of anthers of the wild-type and 
ms1521 mutant plant; c, e. SEM examination of 
pollen of the wild-type plant; d, f. SEM examination 
of pollen of ms1521 mutant plant. In c and d 


bar=100 um; in e and f bar=5 pm 


显 ， 并 且 药 室 没 有 开裂 (图 3: h) 。 以 上 结果 说 
明基 因 突 变 使 突变 体 花 药 开裂 受到 影响 ， 从 而 造 
成 突变 体 果 莱 不 能 结子 。 
2.4 ”图 位 克隆 的 方法 分 离 突变 基因 MS1521 

为 了 克隆 突变 基因 并 进一步 研究 ms1521 R 
变 体 ， 我 们 进行 了 遗传 定位 以 确定 该 突变 基因 在 
染色 体 上 的 位 置 。 首 先 ， 我 们 选用 了 20 个 覆盖 
拟 南 芥 基 因 组 五 条 染色 体 且 在 两 亲本 Ler 和 Col 
之 间 有 明显 多 态 性 的 分 子 标记 ( 易 君 等 ，2006)， 
对 突变 基因 进行 了 初步 定位 分 析 ， 结 果 表 明 该 突 
变 基 因 与 第 一 条 染色 体 上 分 子 标记 F5J5 连锁 。 

为 了 对 突变 基因 MS1521 做 进一步 定位 ， 我 
们 利用 Primer 5. 0 软件 结合 Cereon 数据 库 (ht- 
tp: //www. arabidopsis. org)， 在 分 子 标记 F5J5 
附近 设计 了 11 个 In/Del 分 子 标记 ， 用 于 突变 基 
因 的 精细 定位 R 1)。 通 过 对 3108 株 不 育 突变 
体 的 基因 型 分 析 ， 最 终 将 MS1521 基因 定位 在 第 
一 条 染色 体 上 分 子 标记 F17F8Alul #il F17F8Sm- 
all 之 间 26 kb 的 区 间 内 (图 4: a). 

生物 信息 学 分 析 表 明 ， 在 上 述 定 位 区 间 内 有 
6 个 基因 ， 其 中 包括 一 个 UFO 基因 。 以 前 的 研 
究 报 道 UFO 在 花 器 官 和 花 分 生 组 织 的 决定 方面 
起 重要 作用 ，UFO 的 突变 会 导致 花 器 官 形 态 变 
化 (Hepworth 等 ，2006) 。 基 于 此 ， 我 们 克隆 了 
ms1521 突变 体 和 野生 型 Ler 植株 中 UFO 的 基 
因 组 片段 。 测 序 结果 表明 突变 体 ms1521 中 
UFO 基因 编码 区 的 958 bp 处 的 密码 子 AAC% 
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a~d. 野生 型 花药 花粉 发 育 的 第 7、8、11 和 12 期 
E: 表皮 ; En: 内 皮层 ; ML: 中 层 ; T: W 
FB: 纤维 素 化 ; d. 中 的 箭头 指示 内 皮层 

















ech 突变 体 花 药 花 粉 发 育 的 第 7、8、 
Z; TDs: W/MK; MSp: 小 孢子 ; PG: 花粉 粒 ; 
刁 细 胞 壁 的 木质 化 增 厚 。 图 中 标尺 二 10 微米 。 








图 3 野生 型 和 突变 体 花 药 发 育 的 细胞 学 观察 


11 和 12 期 。 





Fig.3 Cytology observation of the wild-type and ms1521 mutant anther development 


a-d. wild type anthers at stages 7, 8, 11 and 12; e-h. mutant anthers at stages 7, 8, 11 and 12. 


E: epidermis; En; endothecium; ML: middle layer; T: tapetum; TDs: tetrads; MSp: microspore; PG: pollen grain; 


FB: fiberization; arrowheads in d indicate lignified secondary thickening in the endothecium. Bar=10 ym 


a F26F24 F5J5 ChrI 
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11027 kb SS 11053 kb 
UFO gene 
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图 4 MS1521 基因 的 分 子 克 隆 
a. MS1521 基因 定位 到 第 一 条 染色 体 上 分 子 标记 F17F8Alul 和 
F17F8Small 之 间 26 kb 的 区 间 内 ; b. UFO 基因 的 结构 及 在 突 
变 体 ms1521，st350 和 st454 中 碱 基 的 变化 ; 黑色 框 代 表 UFO 
基因 的 外 显 子 ; 数字 表示 UFO 基因 长 度 
Fig.4 Molecular cloning of MS1521 gene 





















































a. MS1521gene was mapped to a region of 26 kb between molec- 
ular markers F17F8Alul and F17F8Small on chromosome 1; b. 
Structure of UFO gene and base-pair changes in mutants ms1521, 
st350 and st454; Black box indicate the exon of UFO gene; 
Numbers indicate the length of UFO gene 


成 了 GAC， 导 致 该 部 位 的 氨基 酸 由 天 冬 酰胺 变 
成 了 天 冬 氨 酸 。 对 突变 体 st350 和 st454 P UFO 





基因 组 序列 测序 结果 表明 ， 突 变 体 st350 中 
UFO 基因 编码 区 的 865 bp 处 的 密码 子 CAA 变 
成 了 TAA， 而 突变 体 st454 中 UFO 基因 编码 区 
的 722 bp 处 的 密码 子 TGG Z T TGA, We 
都 发 生 了 终止 突变 (图 4: b)。 三 个 突变 体 中 
UFO 序列 分 析 说 明 UFO 基因 很 可 能 是 所 要 克 
隆 的 候选 基因 MS1521 。 

为 了 进一步 确认 UFO (At1g30950) 就 是 所 
要 克隆 的 基因 ， 我 们 开展 了 遗传 互补 实验 。 根 据 
TAIR 网 页 上 数据 ， 我 们 扩 增 了 一 段 长 约 4. 1 kb 
基因 互补 片段 ， 该 片段 包含 Atlg30950 基因 起 
始 密码 子 上 游 序 列 、 编 码 区 序列 和 3 ' 一端 非 编 
码 区 序列 。 我 们 把 互补 片段 通过 PstI 和 EcoRI 
双 酶 切 位 点 连接 到 双 元 载体 pCAMBIA1300 E, 
鉴定 正确 后 ， 把 该 质粒 转 和 人 农 杆 菌 LBA4404。 
用 花 器 官 浸染 法 转化 突变 体 ms1521 的 Fl 代 植 
株 。 收 获 的 种 子 经 含 抗 生 素 一 潮 霉 素 的 PNS 平 
板 进行 筛选 ， 把 抗 性 植株 移 栽 到 土 中 ， 放 入 培养 
室 中 培养 。 我 们 共 得 到 了 18 株 转 基因 抗 性 植株 ， 
用 与 UFO 基因 紧密 连锁 的 分 子 标记 F17F8AluI 
Al F17F8Smal 鉴定 后 ， 得 到 4 棵 隐 性 纯 合 背景 





6 期 周 静 等 ，MS1521 是 拟 南 芥 花 药 发 育 的 必需 基 
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的 植株 ， 其 中 3 株 植 株 恢复 了 可 育 表 型 ， 与 野生 








增 厚 (Yang 等 ，2007; Steiner-Lange 等 ，2003 ) 。 




















型 植株 一 样 ， 果 莱 饱 满 并 且 内 有 种 子 。 这 些 结果 
说 明 UFO 基因 就 是 我 们 所 要 克隆 的 目的 基因 ， 该 
基因 突变 导致 了 不 育 的 表 型 ， 而 且 这 4. 1 kb 的 互 
补 片段 包含 了 该 基因 产生 作用 所 需要 的 信息 。 

















3 讨论 

拟 南 芥 UFO 基因 编码 的 F-box 和 蛋白 是 花 器 
官 和 花 分 生 组 织 决 定 所 必需 的 ， UFO 基因 的 突 
变 导 致 花 融 官 类 型 的 变化 (Hepworth 等 ， 
2006) 。 原 位 杂交 技术 研究 了 UFO 在 植物 体内 
的 表达 情况 (Durfee 等 ，2003) 。 本 文中 ， 我 们 
通过 对 突变 体 ms1521，st350 和 st454 的 表 型 分 
析 和 分 子 鉴定 ， 进 一 步 研究 了 MS1521 在 拟 南 芥 
花药 发 育 过 程 中 的 作用 。MS1521 基因 的 突变 导 
致 突变 体 的 完全 雄性 不 育 。 我 们 的 实验 数据 表 
明 ，MS1521 基因 在 拟 南 草 花药 开裂 过 程 中 有 
要 的 调控 作用 。 
3.1 MS1521 基因 影响 了 拟 南 芥 雄 蕊 的 发 育 

通过 EMS 诱 变 ， 得 到 隐 性 单 核 基因 控制 的 
突变 体 ms1521。 由 于 MS1521 基因 的 突变 ， 导 
致 该 突变 体 部 分 雄蕊 缺失 花药 ， 或 者 部 分 花药 正 
常 的 雄蕊 的 花丝 不 能 正常 发 育 而 变 短 ， 这 可 能 是 
造成 突变 体 不 育 的 原因 之 一 ,说明 MS1521 基因 
参与 调控 拟 南 芥 雄 蔓 的 发 育 。 与 ufo 突变 体 相 
HE, 1521 突变 体 除了 上 述 雄 蕊 的 变化 以 外 ， 四 
轮 花 器 官 仍 然 存 在 ， 没 有 同 源 异型 器 官 的 变化 。 
3.2 MS1521 基因 调控 拟 南 芥 花药 开裂 过 程 

拟 南 芥 花 药 发 育 过 程 可 划分 为 14 个 时 期 ，4 
个 阶段 ， 其 中 第 4 个 阶段 是 花药 开裂 过 程 
(Sanders 等 ，1999) 。 花 药 开 裂 时 ， 药 室外 壁 裂 
颖 处 细胞 的 裂解 ， 导 致 裂 颖 处 结构 比较 脆弱 ， 与 
此 同时 ， 药 室 壁 收缩 引起 药 室 在 裂缝 处 开裂 ， 花 
粉 释放 。 在 上 述 花 药 开 裂 过 程 中 ， 药 室内 皮层 细 
胞 纤维 化 ， 木 质 化 增 厚 ， 为 药 室 壁 的 开裂 提供 动 
力 (Keijzer, 1987; Bonner and Dickinson, 1989), 
在 突变 体 ms1521 中 ， 到 了 花药 发 育 的 后 期 ， 即 
进入 花药 开裂 期 时 ， 花 药 壁 内 层 细胞 纤维 化 和 木 
质 化 增 厚 都 不 明显 ， 因 此 药 室 没 有 开裂 ， 从 而 导 
致 植株 不 结 种 子 。 这 与 MYB26 基因 突变 导致 花 
药 不 开裂 情况 非常 类 似 ， MYB26 基因 突变 造成 
拟 南 芥 花 药 发 育 后 期 药 室内 皮层 细胞 不 能 木质 化 
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花药 开裂 过 程 需要 某 些 基因 的 激活 ， 其 中 包括 那 
些 编码 细胞 死亡 所 需 的 水 解 酶 ， 如 RNA BR, E 
白水 解 酶 ， 以 及 纤维 素 酶 等 (Keijzer，1987; 
Bonner 等 ，1989; del Camplllo and Lewls, 1992), 
UFO 基因 编码 一 个 F-box 和 蛋白， 许多 这 样 的 下 - 
box 和 蛋白 是 E3 泛 素 连接 酶 如 SCFs 等 的 特异 性 
底 物 (Patton 等 ，1998; Samach F, 1999; 
Wang 等 ,2003) 。 无 论 在 体内 还 是 体外 UFO 都 
能 和 SCF 的 另 一 个 亚 基 ASK1 有 相互 作用 ， 从 
而 引起 贰 蛋白 泛 素 化 ， 最 终 导 致 靶 蛋白 的 降解 
(Patton 等 ，1998) 。 在 突变 体 ms1521, st350 
和 st454 中 ，MS1521 的 突变 很 可 能 影响 某 些 和 蛋 
白 的 水 解 ， 从 而 影响 其 花药 的 开裂 。JA 信号 途 
径 调 控 花 药 开 裂 ， 当 JA 合成 受阻 时 ， 影响 了 内 
皮层 细胞 和 结缔 组 织 细胞 的 脱水 过 程 ， 从 而 导致 
花药 不 能 开裂 (Ishiguro 等 ，2001) 。 对 MS1521 
在 花药 开裂 过 程 中 作用 的 进一步 研究 ， 将 有 助 于 
对 这 方面 内 容 的 深入 研究 。 
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